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摘要 :目的 研究 DNase I 对 金黄 色 和 葡萄 球菌 生物 膜 形 成 的 影响 。 方 法 采用 分 光 光 度 计 法 检测 金黄 色 葡 萄 球菌 的 生长 曲线 ,菌落 
计数 法 分 析 金 黄色 葡萄 球菌 的 粘 附 能 力 ,96 和 孔 板结 唱 紫 染色 法 检测 金黄 色 和 葡萄 球菌 生物 膜 的 形成 。 结 果 不 同 浓度 DNase I 对 


金黄 色 葡 萄 球菌 的 生长 无 影响 ,然而 能 显著 抑制 细菌 生物 膜 的 形成 ,并 旦 浓度 依赖 性 。 此 外 ,DNase I 能 抑制 不 同 生长 期 金黄 色 
葡萄 球菌 的 粘 附 性 。 与 抗菌 药物 和 DNase I 单独 应 用 相 比 ,DNase I 和 抗菌 药物 联合 应 用 更 能 显著 抑制 和 分 解 金黄 色 和 葡萄 球菌 成 


熟 生 物 膜 。 结 论 DNase I 可 以 有 效 抑制 金黄 色 和 葡萄 球菌 生物 膜 的 形成 ,并 能 增强 抗菌 药物 对 金黄 色 葡 萄 球菌 生物 膜 的 抑制 作用 。 
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Abstract: Objective To study the effect of DNase I on biofilm formation of Staphylococcus aureus. Methods The growth curve of 
95. aureus was detected using a spectrophotometer. The adhesion of 5. aureus was analyzed using flat colony counting method, 


and the biofilm formation was assayed using the 96-well crystal violet staining method. Results Exposure to different 
concentrations of DNase I did not obviously affect the growth of 5. aureus but significantly inhibit the formation of bacterial 


biofilms in a dose-dependent manner. DNase I inhibited the adhesion of $. aureus at different growth stages. When combined 
with antibiotics, DNase I resulted in a significant decrease in the established biofilm biomass compared to antibiotics or DNase 


I used alone. Conclusion DNase I can effectively inhibit biofilm formation of 5. aureus and enhance the inhibitory effect of 


antibiotics against 9. aureus biofilms. 
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金黄 色 葡 萄 球菌 是 全 球 医院 感染 的 首要 致 病菌 ,也 
是 社区 感染 的 重要 致 病菌 。 金 黄色 葡萄 球菌 即 可 引 
起 皮肤 软组织 等 局 部 化 脓 性 感染 ,也 可 引起 肺炎 、 脓 毒 
钙 败血症 等 全 身 性 感染 。 形 成 生物 膜 的 金黄 色 和 葡萄 球 
菌 具有 高 度 的 耐 药性 并 能 逃避 免疫 系统 的 攻击 ,其 感染 
易 慢 性 化 并 难于 控制 ,目前 已 成 为 临床 抗 感染 治疗 的 一 
大 难题 。DNase I 是 一 种 特异 性 DNA 水 解 酶 ,在 Ca* 和 
Mg: 等 二 价 金属 存在 的 中 性 pH 值 条 件 下 水 解 双 链 
DNA 生成 5' 磷 酸 末 端 和 3' 羟 基 末 端 ”Y"。 有 研究 表明 ， 
DNase I 对 铜绿 假 单 胞 菌 ` 辩 肠 球菌 .白色 念珠 菌 等 生物 
膜 形 成 均 具 有 抑制 作用 ““ ,然而 是 否 可 以 抑制 金黄 色 葡 
萄 球菌 生物 膜 形 成 尚未 见报 道 。 因 此 ,本 研究 以 金黄 色 
葡萄 球菌 为 研究 对 象 ,观察 DNase I 对 金黄 色 葡 萄 球菌 
的 粘 附和 生物 膜 形 成 ,以 期 为 临床 金黄 色 和 葡萄 球菌 生物 
膜 引 起 的 感染 寻找 一 种 新 的 治疗 和 预防 措施 。 


1 材料 和 方法 

1.1 实验 材料 

1.1.1 菌株 金黄 色 和 葡萄 球菌 标准 菌株 AICC29213 和 
临床 菌株 S100 由 西南 医院 国家 药物 临床 试验 机 构 保存 
菌株 。 

1.1.2 抗菌 药物 氮 节 西林 头孢 噬 且 左氧氟沙星. 亚 
胺 培 南 和 阿奇霉素 购 自 中 国 食品 药品 检定 研究 院 。 

1.1.3 试剂 及 设备 DNase I (RNase free) 购 和 月 TaKaRa。 
血 琼脂 平板 (重庆 庞 通 医疗 器 械 有 限 公司 ),TSB 培养 基 
(英国 Oxoid) ,MH 培养 基 ( 北 京 陆桥 生物 技术 有 限 公 
司 ); 酶 标 仪 (美国 MD)。 

1.2 方法 

1.2.1 DNaseI 对 金黄 色 葡 区 球菌 生长 的 影响 将 培 
养 过 夜 的 金黄 色 简 萄 球菌 按 1% 接 种 量 接种 于 TSB 
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培养 基 中 ,37 % .200 r/min 震荡 培养 24 h。 取 菌 液 1: 
1000 接 种 于 新 鲜 的 TSB 培养 基 。 实 验 分 为 空白 对 照 
组 和 DNase I 处 理 组 (DNase I 终 浓度 分 别 为 50、100、 
150 U/mL)。 然 后 24 孔 培养 板 中 分 别 加 入 500 kL 菌 液 
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和 500 pL 不 同 浓度 的 DNase I, 每 个 样本 3 个 复 孔 ,用 全 
波段 酶 标 仪 在 A600 nm 下 测定 其 生长 曲线 。 每 2h 测 
定 1 次 读数 ,测定 周期 为 24 h。 
1.2.2 不 同 浓度 DNase 1 对 金黄 色 葡萄 球菌 生物 膜 形 成 
的 影响 生物 膜 形成 能 力 分 析 采 用 96 孔 板结 晶 紫 染 色 
法 "。 血 琼脂 平板 转 金黄 色 葡 萄 球菌 过 夜 活化 , 挑 单 菌 
落 于 10 mLTSB 肉 汤 摇 菌 24h, 菌 液 比 浊 稀 释 至 0.5 
麦 氏 单 位 ,再 用 TSB 肉 汤 稀释 100 倍 。 实 验 分 为 空白 对 
照 组 和 DNase I 处 理 组 ( 终 浓度 分 别 为 20、40、60、80、 
100 U/mL), 每 组 设置 3 个 复 孔 ,37 孵育 24 h。 以 每 孔 
200 pL PBS 绥 冲 液 轻柔 冲洗 两 次 ,将 96 孔 板 倒置 于 通 
风 阴 凉 处 进行 风 王 固定。 固定 24 h 后 ,以 每 孔 200 pL 
1% 结 晶 紫 溶液 染色 10 min, 移 除 结晶 紫 溶液 ,并 以 流水 
冲洗 96 孔 板 至 空白 对 照 孔 无 明显 颜色 ,再 次 倒置 于 通 
风 阴 凉 处 进行 风干 。 风 干 后 每 孔 加 入 100 pL 30% 冰 本 
酸 溶液 充分 溶解 染色 液 , 酶 标 仪 590 nm 人 处 测定 光 密 度 。 
1.2.3 DNase [对 金黄 色 葡 萄 球菌 黏附 性 的 影响 将 培 
养 过 夜 的 金黄 色 葡 萄 球菌 稀释 至 0.5 麦 氏 单 位 ,再 用 TSB 
肉 汤 稀释 100 售 。 人 然后 在 CLSM 培 养生 中 加 入 1 mL 菌 液 
和 1 mL DNase I, 使 其 DNase I 终 浓度 为 100 U/mL。 空 
白 对 照 组 加 入 1 mL 菌 液 和 1 mL TSB 培养 基 。 每 组 设 
置 3 个 复 孔 ,37 CC 培养 3.7、18 h 后 ,用 无 菌 的 PBS 缓 冲 
液 洗 3 次 ,去 除 浮游 菌 。 然 后 将 PBS 绥 冲 液 加 入 CLSM 
培养 下 中 超声 10 min, 以 使 黏附 的 细胞 脱落 。 最 后 将 细 
胞 悬浮 液 稀释 到 合适 浓度 , 涂 布 于 LB 固体 培养 基 上 ， 
37 培养 24h 后 计数 。 每 个 样本 设置 3 个 平行 组 ,实验 
重复 3 次 。 
1.2.4 DNaseI 和 抗菌 药物 联合 应 用 对 金黄 色 葡 萄 球菌 
生物 膜 的 影响 抗菌 药物 对 金黄 色 和 葡萄 球菌 的 MIC 检 
测 采 用 微量 肉 汤 稀释 法 。 挑 取 过 夜 培 养 的 菌落 于 3~5 mL 
生理 盐水 校正 浓度 至 0.5 麦 氏 比 浊 标 准 ,再 用 MH 肉 汤 
稀释 1:100, 使 含 菌 量 为 10; CFU/mL。 抗菌 药物 用 MH 
肉 汤 2 倍 稀释 成 一 系列 浓度 (128~0.125 hg/mL)。 然 后 
每 孔 加 100 4L 菌 液 和 100 kL 系列 浓度 的 抗菌 药物 ,使 
得 药物 最 终 浓 度 为 64~0.0625 hg/mL。96 孔 板 置 37 %C 
培养 箱 胰 育 24 h 后 观察 结果 。 

将 过 夜 培养 的 金黄 色 和 葡萄 球菌 稀释 至 0.5 麦 氏 单 
位 ,再 用 TSB 肉 汤 稀释 100 倍 。 然 后 在 96 孔 板 中 加 入 
200 由 菌 液 ,37 % 培 养 24h 后 轻 轻 吸 除 浮游 菌 ,无 菌 的 
PBS 冲洗 3 次 。 然 后 分 别 在 每 个 孔 中 加 入 200 眶 抗菌 
药物 或 200 nL DNase I 或 200 LL 抗菌 药物 +DNase ]， 
使 其 抗菌 药物 的 最 终 浓度 为 50xMIC,DNase I 的 终 浓 
度 为 100 U/mL。 空 白 对 照 组 加 入 200 pL 新 鲜 TSB 培 
养 基 。 每 组 设置 3 个 复 孔 ,37 CC 培养 24 hp。 用 无 菌 的 
PBS 绥 冲 液 洗 2 次 ,去 除 浮 游 菌 。 然 后 96 孔 板 倒置 于 通 
风 阴 凉 处 进行 风干 固定 。 固 定 24 h 后 ,以 每 孔 200 pL 
1% 结 晶 紫 溶液 染色 10 min, 移 除 结晶 紫 溶液 ,并 以 流水 


' 


冲洗 96 孔 板 至 空白 对 照 孔 无 明显 颜色 ,再 次 倒置 于 通 
风 阴 党 处 进行 风干 。 风 干 后 每 孔 加 入 100 pL 30% 冰 栈 
酸 溶液 充分 溶解 染色 液 , 酶 标 仪 590 nm 处 测定 光 密 度 。 
1.2.5 统计 分 析 细菌 粘 附和 生物 膜 形 成 的 数据 均 以 均 
数 + 标 准 差 表 示 ,细菌 粘 附 和 生物 膜 形成 的 差异 性 采用 
SPSS 10.0 软件 进行 ! 检验 。P<0.05 认 为 差异 有 统计 学 


2 结果 
2.1 DNaseI 对 金黄 色 葡 萄 球菌 生长 的 影响 

DNase I 对 金黄 色 和 葡萄 球菌 生长 的 影响 如 图 1 所 
示 , 在 24h 生长 周期 内 ,3 个 浓度 梯度 的 DNase I 对 金黄 
色 葡 萄 球菌 的 生长 均 无 影响 。 
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1 不 同 浓度 DNase I 对 金黄 色 葡萄 球菌 生长 的 影响 

Fig.1 Effect of different concentrations of DNase I on the 
growth of Staphylococcus aureus. A: 5. aureus ATCC29213; B: 
S. aureus S100. 


2.2 DNase I 对 金黄 色 葡萄 球菌 生物 膜 形成 的 影响 
不 同 浓度 DNase I 对 金黄 色 葡 萄 球菌 生物 膜 形成 
影响 如 图 2 所 示 。5 个 浓度 梯度 的 DNase I 对 金黄 色 
葡萄 球菌 生物 膜 形成 均 有 抑制 作用 。 随 着 DNase I 浓 
度 增 加 ,生物 膜 抑制 作用 越 强 。DNase I 在 100 U/mL 深 
度 作 用 下 ,金黄 色 葡 萄 球菌 ATCC29213 生物 膜 形 成 能 
力 降低 45%,S100 生 物 膜 形成 能 力 降 低 33%。 
2.3 DNase [对 金黄 色 葡 萄 球菌 黏附 性 的 影响 
DNase I 对 金黄 色 葡 萄 球菌 黏附 性 的 影响 如 图 3 所 


chinaXiv:201712.00777V1 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


.1358: J South Med Univ, 2015, 35(9): 1356-1359 http://www.j-smu.com 
A 1.2 A 12 
i EB 口 Control ATCC29213 
了 08 10 上 画 DNase 工 
三 本 
i | 
Control 20 40 60 80 100 号 《| 
Concentration of DNase (U/ml) 2 
12 0 En 站 
S100 3 7 18 
1.0 _ 
三 08 | 衬 _ 四 Time after DNase treatment (h) 
B06 10| control S100 
0.4 
Zz 83- 园 DNase I 
0.2 号 
0 A 6 
Control 20 40 60 80 100 
Concentration of DNase (U/ml!) 3 4 
5D 
此 AT 此- > I © 
图 2 不 同 浓度 DNaseI 对 金黄 色 葡 萄 球菌 生物 腊 形 成 的 影响 T 2 
Fig.2 Effect of different concentrations of DNase I on biofilm | 
formation of Staphylococcus aureus. A: 9. aureus ATCC29213; 了: 0 my  ， | | 
S. aureus S100. 3 J 18 


示 , 在 所 有 考察 的 时 间 点 ,DNase I 处 理 组 金黄 色 葡 萄 球 
菌 ATCC29213 和 S100 烙 附 细胞 数 显著 低 于 空白 对 照 
组 (P<0.05), 降 低 比例 为 31.8%~51.4%。 
2.4 DNase I 和 抗菌 药物 联合 应 用 对 金黄 色 葡 菊 球 菌 生 
物 膜 的 影响 

DNase 工 和 抗菌 药物 联合 应 用 对 金黄 色 葡 萄 球菌 
生物 膜 的 影响 如 网 4 所 示 。 与 空白 对 照 组 相 比 , 氮 下 西 
林 头孢 噬 且 左氧氟沙星 和 亚 胺 培 南 处 理 组 金黄 色 葡 
萄 球菌 生物 膜 降低 9%~15% ,而 抗菌 药物 与 DNase I 联 
合 应 用 后 生物 膜 降低 41%~53%。 阿 奇 霉 素 处 理 组 生物 
膜 降 低 25% ,而 联合 应 用 组 生物 膜 降 低 56%。 


3 讨论 

细菌 生物 膜 是 细菌 粘 附 至 多 种 物质 表面 ,通过 释放 
多 糖 和 蛋白 形成 合 水 基质 包 绕 菌 体 而 构成 的 具有 立体 
结构 的 细胞 群落 ,是 细菌 为 了 适应 生存 环境 而 形成 的 一 
种 与 浮游 细胞 相对 应 的 存在 形式 ”。 临 床上 80% 的 感 
染 都 和 生物 腊 相 关 。 生 物 膜 细菌 对 抗 机 体 免 疫 系 统 及 
产生 耐 药 的 最 关键 的 机 制 在 于 细菌 产生 了 大 量 的 胞 外 
基质 ,导致 机 体 针对 生物 膜 细菌 的 免疫 应 答 能 力 下 降 、 
抗生素 难以 渗透 ,引起 慢性 持续 性 感染 , 当 外 界 条 件 合 
适 ,生物 膜 可 释放 出 游离 细菌 ,使 感染 迁延 难 愈 ,给 临床 
治疗 带 来 很 大 困难 。 生 物 膜 的 胞 外 基质 包括 多 糖 .蛋白 
质 .DNA 等 成 分 , 胞 外 DNA 对 细菌 生物 膜 的 结构 具有 
重要 作用 。 有 研究 表明 胞 外 DNA 对 多 数 种 类 的 细菌 生 
物 膜 形 成 具有 促进 作用 ,可 影响 生物 膜 的 起 始 黏附 和 生 
物 膜 的 成 熟 * 中 ,这 为 对 抗 生 物 膜 感染 提供 了 新 的 靶 
点 。 本 研究 结果 显示 ,不 同 浓度 的 DNase I 对 金黄 色 葡 
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图 3 DNase I 对 金黄 色 葡 萄 球菌 黏附 性 的 影响 
Fig.3 Effect of DNase I on the adhesion of Staphylococcus 
aureus. A: 9. aureus ATCC29213; B: S$. aureus S100. 


萄 球菌 的 生长 几乎 无 抑制 作用 ,但 是 可 以 抑制 金黄 色 衔 
萄 球菌 的 生物 膜 形成 ,并 且 抑 制作 用 呈 剂 量 依赖 性 。 由 
于 DNase I 不 能 渗透 进入 细菌 体内 ,只 能 作用 于 细胞 
外 ,因此 结果 提示 DNase I 的 作用 不 在 于 抑制 细菌 的 生 
长 ,而 是 通过 破坏 细菌 胞 外 基质 的 胞 外 DNA 影响 生物 
膜 的 形成 。 此 外 , DNase I 可 以 显著 抑制 不 同 生长 时 期 
金黄 色 和 葡萄 球菌 的 黏附 性 ,表明 金黄 色 和 葡萄 球菌 生物 腊 
的 形成 需要 胞 外 DNA, 胞 外 DNA 在 细菌 生物 膜 的 形成 
过 程 中 具有 重要 作用 。 

由 于 抗生素 对 细菌 生物 膜 的 低 渗透 性 和 抗生素 经 
胞 外 基质 失 活 ,因此 能 形成 生物 膜 的 细菌 对 抗生素 不 敏 
感 站 。 此 外 ,有 人 研究 表明 10:~10* MIC 抗 菌 药物 对 细菌 
生物 膜 没 有 杀伤 作用 “。 非 抗生素 制剂 DNase 由 于 能 降 
低 细菌 的 耐 药 选择 性 ,因此 我 们 推测 DNase 介 导 的 生物 
膜 相 关 细菌 的 释放 可 能 提高 抗生素 的 治疗 效果 。 本 研 
究 中 抗菌 药物 和 DNase I 联 合 应 用 对 金黄 色 葡 萄 球菌 
生物 膜 的 影响 结果 显示 ,抗菌 药物 和 DNase I 均 能 抑制 
金黄 色 和 葡萄 球菌 成 熟 生 物 膜 ,然而 抗菌 药物 和 DNaseI 
联合 应 用 更 能 显著 降低 和 分 解 已 成 熟 形 成 的 生物 膜 ， 
这 与 其 它 细菌 研究 结果 一 致 "“%“。 结 果 提 示 DNase I 对 胞 
外 DNA 的 破坏 导致 胞 外 基质 / 胞 外 聚合 物 的 降低 ,因此 
抗菌 药物 才能 对 生物 膜 的 降低 发 挥 更 为 有 效 的 作用 。 
本 研究 表明 DNase I 对 生物 膜 抑制 作用 效果 突出 ,可 以 
单独 或 与 抗生素 联合 用 于 治疗 和 预防 金黄 色 葡 萄 球菌 
引起 的 感染 ,然而 本 研究 细菌 较 少量 缺少 相关 的 动物 实 
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验 ,因此 DNase I 如 何 应 用 于 临床 有 待 于 下 一 步 的 研 
究 。 此 外 , 胞 外 DNA 在 生物 膜 的 形成 过 程 中 及 成 熟 生 物 
膜 都 发 挥 着 重要 作用 ,但 是 胞 外 DNA 对 细菌 生物 膜 的 
形成 和 稳固 作用 机 制 还 不 清楚 ,有 竺 于 进一步 研究 。 
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